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　　In　O．6　M　KCI　solution，　the　effect　of　inorganic’pyrophosphate　on　the　ATPase　activity　of　myosin　B，
myosin　and　H－meromyosin　was　studied　at　pH　7．0，　and　at　the　same　time，　the　influenees　of　Mg　and　Ca　ions
were　observed．
　　The　ATPase　activi七ies　of　these　enzymes　were　accelerated　in　certain　eoncentrations　of　pyrophosphate，
but　inhibited　by　further　inerease　in　eoneentration．
　　In　the　presence　oE　Mg，　the　optimal　concentration　of　pyrophosphate　on　the　activation　of　ATPase　of
myosin　and　myosin　B　was　shifted　to　a　higher　concentration，　and　ATPase　activity　of　myosin　B　was　inhi－
bited　readily　by　a　high　pyrophosphate　coneentratjon　in　the　presence　o£　Ca．
　　From　the　observed　results，　the　interaction　between　pyrophosphate　and　bound　or　added　bivalent　eations
was　diseus＄ed，　and　it　was　suggested　that　the　enzymatic　site　of　actomyosin　rnay　involve　certain　bivalent
catiolls　in　order七〇produce　ATPase　activity．
　筋肉の収縮性蛋白であるAM系に対する知見はSzent－
Gy6rgyii），　Weber2），永井3）等の広範な研究によって著し
く広められた。またその一分野である酵素化学的研究にお
いても，従来．Engelhardt‘），湯田坂5・）fi），渡辺7），　Mora－
les8），　Hasselbach9）等多くの研究者に，よって検討されてい
る。　湯田坂6），Hasselbach9）によれば，　actomyosinの
ATPase活性はKCI濃度によって変化がみられ，またその
環境の変化によって種々のeffeetorの作用に差異が見ら
れている。
　またpyrophospha七eの作用について，粘度変化Io）　12），
glycerOl筋の弛mel；1）一’1”J），　actomyosinの溶解性16）及び趨
沈澱現象17）・ls）等と関連して多くの報告がある。一方ATP－
ase活性に関しては，渡辺り等によりATPと競争的にそ
れを阻害するとされている。
　著者は本突1験において，pyrophosphateのmyQsin　B
及びmyosinのATPase活性に対する影響について，従
来の考えに一つの問題を提供すべき成績を得た。またpy－
rophosphateの作用に及ぼすMg及びCaの影響を検討し
て，ATPase活性に対するpyrophospha七eの作用は蛋白
のbound　Mgと関連性を持つと考えるべぎ成績を得たの
87
で報告する。
A．実験材料：
実験材料並びに方法
　1．myosin　B溶液1家兎筋肉よりWeber－Endsall氏
液にて抽出し，Endsal119）の方法に従って3回洗蘇した。
　2．mYosin溶液：i家兎筋肉よりSzent・Gy6rgyi】）法
に従って抽出した“crys七alline　myosin’，を用いた。
　3．H－meromyosin溶液：A．　G．　Szent－Gy6rgyi20）法
により，myosinをtrypsin処理し，麗絆透析後，硫安分
劃によって分離精製した。
　以上3種の蛋白濃度の測定はmicro－K：jeldahl法によっ
た。蛋白はO．6　M　KCI溶液として冷暗所に保存された。
　4．ATP溶液：犬筋肉よりSzentGy6rgyi’）法により
Ba－ alCとして抽出したものを，　K－saltに置換し，0．02　M
溶液とした。
　5．pyrophosphate溶液：0．1MのNa－salt溶液を使
用した。ATP及びpyrophosphateはHCIを用いてpH
7．0とし，使用にあたって適当に稀釈した。pH測定はガラ
ス電極pHメーターによった。
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　6．　buiff’er：　Michaelis’　veronal－acetate　bufr’er，　pH
7．0．
B．実験方法：
　終濃．度がそれぞれ成績の各図に附記した如く．なるように
ATPを除いた混液2．5　ccを作り，20℃の恒温槽に入れ，
5～7分preincubateした後，　ATP溶液0．5　ccを添加す
ることによって反応を開始した。一定時間後，5％t煙chl－
oracetic　acid　2　ccを加えて反応を止め，その濾液2．O　cc
について遊離PをFiske　Subbarow法恥により：呈色せ
しめ，島津分光光度計を用い，波長700mμで比色定量し
た。
実験成績
　1．0．6MK：Cl，　pH　7．0におい．て，5×10『：i　M　pyrophos・
pha七eの存在下にmyosin　BのATPase活性を測定し
Fig．1の．成績を得た。さらにpyrophosphateの．種々の濃
度．についてこれを検討しFig．2の結果を得た。
　2・弐に，前記現象に対するMg及びCaの．影響を追求
しFig．3A．の成績を得た。そ．れそれ．に．ついてATPase活
性が最大となるpyrophosphate漂i度における：活性を；基準・
として阻害度を計算すると．Fig．3Bの如くなる。
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　Fig．　1．　Time　cource　of　ATP　splitting　’b．y
　　myosin　B，　containing　2　mg　protein　in　3　cc．
o一一〇　Without　pyrophosphate
．一e　With　5×10　n3Mpyrophospha，te
　ATP：　5×10－4　M
　K二Cl　；　0．6　M
Temperature：　200C
　pH　：　7．0　（Veronal－aeetate　buffer）
　Fig．　2．　［1］he　eff’eet　of　pyrophosphate
　　　on　the　ATPase　activity　a’t　200C．
pH：　7．0，　myosin　B：　2　mg／3cc，　ATP：　5×
10一・i　M，　KCI　：　O．6　M．
Curve　1：　30　see．，　eurve　2：　1　min．，　eurve　3：’
2min．　curve　4：　min．，　cu’rve　5：　4　min．
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Fig．　3　A．　The　influences　of　Mg　and　Ca　on
　　the　ATPase　activity　of　myosin　B　in　the
　 　presenee　of　pyrophosphate　at　200C．
pH：　7．0，　2　mg　protein　in　3　ee，　ATP：　5×
10一“M，　KCI：　O．6　M，　time：　4　min．
Curve　1；　Without　Ca　and　Mg
Curve　2：　With　10一”M　Ca
Curve　3：　With　10MsM　Mg
Curve　4：　With　10一”M　Mg
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F量9。3耳．　　Pyrophospha七e　inhibition　of　ATPase
aetivity　of　myosin　B　calculated　from　Fig．　3　A．
　o・一一〇　？yrophosphate　only
A一・一A　Wjth　10－3　M　Ca
z一一一一z　With　10一・i　M　Mg
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　Fig．5．　　The　effec七〇f　pyrophosphate
　　　　on　the　ATPase　aetivity　of
　　 　H－meromyosin　at　200C．
pE［：7．0，　protein：1．5　mg／3　cc，　ATP：IO一：s
M，K：Cl：0．6　M，　time：3min．
　3．“crystalline　myosin”及びE〔一meromyosinについ
て実験を行い同様な事実を得た（Fig．4及びFig．5）。
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　Fig．　4．’　The　effeet　of　pyrophosphate
　　　　on　the　ATPase　activity　of
　　　　crys七alline　myosin　at　20。C．
pH：7．0，　protein：2mg／3　cc，　ATP：10－tl　M，
KCI：　・O．6　M，　time：　3　min．
　o－o　Without　Mg
　．一一．　With　10－5　M　Mg
　　　　　　　　　　総括並びに考按
　以上の成績を総括すると
　1．5×10一：1　Mpyrophosphateの存在によって，　myo－
sin　BのATPase活牲は反応初期にil且害を受けているが，
後期においては活性化が認、められた（Fig．1＞。
　2．反応初期においてはpyrophosphate濃度に拘ら
ず阻害がみられた。しかし反応後期または反応時間3～4
分後の活性度は低濃度において増強され，高濃度におい
て阻害された。その臨界pyrophosphate濃度は5×10’s
Mである（Fig．2）。
　3．MgまたはCaの存在下においても同様に，低濃度
pyrophosphateによるATPase活性の増強が観察された
（Fig．　3　A）．
　Mgの存在はpyrophosphateによるATPase活性化の
至適濃度をその高濃度側に移動せしめた。Caの存在下に
は，低濃度pyrophosphateによる活性化と比較して高濃
度pyrophosphateによる阻害が強く現われた（Fig．3
B）0
　4．pyrophosphateはmyosinのATPase活性に対し
てもmyosin　Bの場合同様の影響を及ぼすことが観察さ
れた。またMgが存在する場合も同様であり，　pyrophos－
phateによりMgの阻害効果の減少が見られた（Fig．4）。
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　5．H－meromyosinのATPase活性もmyosin　B及び
myosinのそれと同様に低濃度pyrophosphateにより
活性化され，高濃度pyrophQsphateによって阻害を受け
た。　またpyrophosphateの活性化至適濃度は10－3Mに
認められた（Fig．5）。
　以上の成績について以下考察を試みる。
　従来pyrophosphateはATPase活性に対してATPと
競争的にこれを阻害すると考えられていた。
　先に渡辺7）等は，0．18MK：Cl，8．7x10－3MCa及び0．48
M　KCI，2×10　2MCaの環境の実験において，　myosin　B
のATPase活性はpyrophosphateにより阻害されること
を観i察した。　しかし後者の実験においてpyrophos－
pha七e濃度10－4・｝S　M附近に多少の活性化を認めていたが，
その活性化の現象について言及されておらない。これは
pyrophosphateが単純にmyosin　BのATPase活性を阻
害するものでないことを示唆している。
　しかして，本突験によって得られた成績は借株に示され
ている如く，0．6M，　KCI　pH　7。0の環境において，　pyro－
phosphateはmyosin　B，　myosin及びH－meromyosinの
ATPase活性に対して5×10『3M以下の濃度によって賦
活作用を及ぼすものであることを示している。
　しかし，Fig．1及びFig．　2　va見られる如く，反応初期
においてmyosin　BのATPase活性に　pyrophosphate
による阻害が認められた。同様の現象がmyosinについて
も観察された。反応初期において阻害し，反応後期におい
て増強することは，このごつの段階において酵巽の性格が
変化することを考えしめる。　この点については内田が目
下検討中であるので，ここでは両段階の平均値としての活
性度（即ちmyogin　BのATPase活性については4分値，
myosin及びH－meromyosinのそれについては3分値）に
ついて考慮した。
　この活性化の事実は従来の考えに一つの問題を提出する
ものと思われる。
　湯田坂6）によって，0．6MKCI下にactomyosinのATP－
ase活性がmyosinのそれと比較して低い喜実はactinの
有するMgに由来するであろうことが示唆された。　ま
たmyosin　Bは本来bivalent　metalを結合していると考
えられている1）・22）。一方0．6MK：CI下にmyosin　Bの
ATPase活性はEDTAの存在によって大きく活性化され
る事実が報告されている22）一　L■Lh。これは酵素に結合した
bivalent　metalをEDTAがchela七eすることにより
ATPase活性に影響を与えるものと説明されている。
　各図に示されている如く，pyrophosphateによってAM
系酵素のATPase活性が影響される事実についても，　ED－
TA同様che！ating　agentであるpyrophosphate25）が
酵素に結合しているbivalen七metalと相互r占用をもつこ
とによってATPase活性に変化を及ぼすこと．が十分考え
られる。即ち，pyrophosphateは低濃度においてATP
と競争的に酵素のbound　Mgをchelate1してその影響
を除ぎ，その結果これら酵素のATPase活性化参現われ
てくると推定される。この低pyrophosphate濃度による
活性化はMg及びCaの存在下にも観察された。
　Caの添加はmyosin　BのATPase活性を増大す．る。
pyrophosphateはそのchelating　action並び｝c　ATP同
様の燐．酸構i造上，A．TPと競争することによってCaによる
活性化を阻害すると思われる。しかるに，：Fig．3Aに見ら
れる如くpyrophosphateは低濃度においてmyosin　B
のATPase活性は多少とも増強し，濃度増加によってはじ
めて阻害が現われる。ここにおいてもpyrophosphateと
bivalent　meta1との相互作用を考えるならば，　pyrophos－
pha七eは低濃度において先ずbound　Mgと結合してATP・
ase活性を促進し，濃度の増加とともにその作用がCaに
及ぶものと思われる。この事はpicer17）によって指摘され
た如く，MgはCaに比してATPまたはpyrophosphate
と結合し易い性質を有していると考える事によって裏付け
られる。
　Mgの添加はmyosin　B及びmyosinのATPase活性
を阻害する。この阻害はFig．3A，3B及びFig．4に見ら
れる如くpyrophospha七eによって回復されている。ま
たその回復の至・適濃度はpyrophosphateのみによる促
進作用の至適濃度よりも高濃度側に移動している。このこ
とは添加Mgとpyrophosphateとの相互作用によりMg
の阻害作用が除かれ，またmyosin　B及びmyosinの
bound　Mg（即ち推定されるpyrophospha七eの結合点〉へ
のpyrophosphateの作用が減少し，引いてはATPの
lbound　Caを介する結合へのpyrophosphateの影響が’減
少する結果と考えられる。
　pyrophosphateは以上の如く，myosin　B及びmyosin
のATPase活性に対しbivalent　metalの添加の有無に
拘らず或る濃度までは酵素蛋白のbound　Mgに関連し
てATPase活性を促進すると考えられる。さらにpyro－
phospha七e濃度が増加すると各図に見られる如く阻害が
現われてくる。
　高濃度pyrophosphateの阻害は酵素のactive　center
に対するATPとpyrophosphateの競争によるものと考
えられ 。即ち，pyrophosphateは低濃度においては主
に．bound　Mgを競争的に．　chela尤eし，　濃度増加とともに
にbound　Ca対してもchelating　actionを及ぼしてくる
ものと考えられる。
　pyrophosphateの濃度増加による阻害はbivalent
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metalの添加により多少の影響を受けている。
　加えられたMgはpyrophosphatdと結合することによ
り相互に阻害作用を弱め合う結果となり，pyrophosphate
の阻害を現わす濃度を高濃度側に移動せしめる。また加え
られたCaはMgと同様pyrophosphateと結合すること
によりその阻害作用を減弱せしめるが，反面pyrophos－
phateによってCaのATPase賦活効果も除かれ，その結
果強い阻害が現われる。なお．高濃度pyrophosphateに
よる阻害については，ATPがCaを介して酵素と結合し，
それがADP及びPに分解されることに対して影響を与え
る可能性，さらに高濃度pyrophosphateと添加Mgま
たはCaとのcomplex形成によるpHの移動17），及びこ
れらのcomplexの酵素に対する何等かの作用も老慮され
なければならない。
　以上pyrophosphateのAM系酵素のATPase活性に対
する作用と皿g及びCa存在下の態度より推定するなら
ば，本来pyrophosphateは従来考えられていた如く
ATPと競争的にATPase活性を阻害すべき’性質のもので
あるが，pyrophosphateがchelating　actionを有するこ
と，及び酵素蛋白がbiv乱lent　metalを結合していること，
さら｝こMgがCaに比してATPまたはpyrophosphate
と結合し易い性質を有すること｝とよって賦活及び阻害の二
相が見られると考えられる。
　myosin　B，　myosin及びH－meromyosinのATPase活
性に対してpyrophosphateは同様の機構によって活性化
すると考え得るが，これら三種目AM系酵素の聞に
pyrophospha七eによる促進作用の至適濃度に差が見られ
る。これはし－meromyosin或いはactinがH－meromy－
osinまたはmyosinのA．TPase活性に何等かの影響を与
えるものと考えることが出来る。さらにactinが比較的
多くの皿gを結合している事実のも考慮されなければなら
ない。即ち，myosin　B及びmyosinのATPase活性に対
するpyrophosphateの至適濃度がMgによって高濃度
側に移行されていること（Fig．3A，3B及びFig．4）から，
これら三種目酵素がそれぞれ結合しているMgの量に差が
あるために上述の如きpyrophosphate濃度の相異が現わ
れるものと考えられる。
　以上の如く，Caはmyosin　B及びmyosinのATPase
活性化に重要な作用を：有しセいると考えられる。これに反
して0．6MKCI下にATPはMgを介して固く蛋白と結
合26）し，且つMgは酵素活性を阻害する。この阻害はMg
とATPの結合によってATPのCaを介する結合を減少せ
しめることによるものか．或いはMgが積極的tru　AT！Pase
活性を阻害するものか，なお明らかでない。
　一方，0．6MKCI下にmyosin　Bが低温においてpyro一
phosphateにより粘度低下を示し，月．つ常温においても
Mgの存在下に1事様な現象を示すことが報告されているq
また森沢26）もこれについて同様な観察を行い，Mgは著明
な変化を与えるに反しCaの影響は明らかでないと結論し，
さらにATPによるmyosin　Bの粘度低下が常温において
pyrophosphateで抑制されるがMgを加えることにより
再びこの現象が回復され，Ca添加によってはかかる効果
がみられない事実を指摘した。たま藤田14）はglycero1筋
のATP短縮並びに伸展について，　Mgはそれを促進し，
Caは抑制的に作用すること，及びpyrophosphateによる
glycerol筋の伸展においてもMgにより促進し，　Caの
存在によっては著明な変化が見られないことを報告してい
る。
　これらの事実は既に述べた如くpyrophosphate及び
ATPのCaを介する結合はmyosin　BのATPase活性に
著明な影響を与え，またそのMgを介する結合がmyosin
、Bの形態変化に対して大きな役割を有していることを考え
しめる。
　以上myosin　B及びmyosinのATPase活性に対する
pyrophosphateの影響並びにMg及びCaとの関連につい
て考察したが，この点はさらに詳細な検討を要する問題で
あり，またpyrophosphateのAM系酵素のATPase活性
に対する作用はK：Cl濃度の変化によって大きく影響さ
れることも予想される。これらの点は目下検討されつつあ
る。
結 論
　O．6　M　KCI，　pH　7．0においてAM系酵素のATPase性活
に対するpyrophosphateの作用を検討し，さらにこれに
対するMg及びCaの影響を観察して下記の成績を得た。
　1．myosin　B，　myosin及びH－meromyosinのATP－
e活性に対してpyrophospbateは低濃度において活性
化し，高濃 において阻害した。
　2．皿9及びCaの存在下にもpyrophosphateの低濃
度側においてATP分解の促進が見られた。
　3．Mgの存在によってmyosin：B及びmyosinの
ATPaseを活性化させるpyrophosphateの至適濃度が高
濃度側に移動した。またCaの存在下において，　pyrophos－
phateの低濃度によるmyosin　BのATPase活性化に比
較して高濃度による阻害が強く現われた。
　4．以上の成績より，冷M系酵素蛋白の結合bivalent
metalの意義，及びそれに対するpyrophosphateの相互．
作用について考察を加えた。　　　　　　　　　，
　　　　　　　　　　　　　　　　　（昭和32．1．22受付）
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